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(57) Abstract 



Described is a method of producing rum-infectious pharmaceutical preparations and/or foodstuffs from starting materia] which may 
be infected, in particular with prions. The starting material is freed from infections components merely by filtering it repeatedly through 
an ultra-filtration membrane and/or a series of ultra-filtration membranes. The method is particularly suitable for removing so-called slow 
viruses such as that causing spongiform encephalopathy. 

(57) Zusammenfiusung 

Es wird ein Verfahren zur Herstellung von aus gegebenenfalls uifektiosem, insbesondere Prionen enthaltendem Ausgangsmaterial 
gewonnenen infektionssicheren pharmazeutischen Praparaten und/oder Nahrungsmitteln beschrieben. Dabei wild das Ausgangsmaterial 
lediglich dadurch von infektidsen Bestandteilen befreit, dafi man es wiederholt Ober eine Ultrafiltrationsmembran und/oder fiber eine Serie 
von Ultrafiltrauonsmembranen filtriert. Das Verfahren ist besonders zum Entfemen von sog. langsamen Viren wie den Erregem der 
spongiformen Enzephalopatie geeignet 
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Verfahren z ur H rst lluno von inf ektionsf reien pharma- 
zeutischen Praparaten und/oder Nahrunqsmitteln aus 
infektiftsem. insbe sondere Prionen enthal tend em , Material 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 
nicht-infekti6sen pharmazeutischen PrSparaten und/oder 
Lebensmitteln aus einem Ausgangsmaterial , daa einen Oder 
mehrere verschiedene Arten von infektiosen Erregern f insbe- 
sondere Prionen , enthSlt. bzw. bei dem nicht sicher ist. daS 
es frei von solchen Erregern ist. 

Das wachsende VerstSndnis fur den Stoffwechsel in Lebewesen 
hat dazu gefuhrt, dafi immer mehr Signal- und Transmittersub- 
stanzen, wie beispielsweise Hormone, zur gezielten Steuerung 
und Beeinf lussung von Korperf unktionen verwendet werden. 
Daher enthalten eine Vielzahl von pharmazeutischen PrSparaten 
und NahrungsergSnzungsmitteln derartige Wirksubstanzen. Ein 
Grofiteil der hierfOr eingesetzten Substanzen wird jedoch aus 
biologischen Quellen erhalten, d. h. durch Entnahme von 
Organen, Geweben oder Korperf liissigkei ten aus pf lanzlichen f 
insbesondere jedoch aus tierischen oder gar menschlichen 
Spendern oder auch aus Zellkulturen davon. 

Bel der Gewinnung von Substanzen aus lebenden Spendern 
besteht jedoch auch das Risiko, dafi unwissentlich Material 
von Spendern verarbeitet wird, das mit einem oder sogar mit 
mehreren pathogenen Erreger infiziert bzw. verseucht ist. 
Dies stellt sowohl bei bekannten Erregern, wie beispielsweise 
dem Aids ausldsenden Hi-Virus, sowie beispielsweise bei den 
bislang unerkannten, beispielsweise den sogenannten Rinder- 
wahnsinn (BSE) oder auch Scrapie ausldsenden Erregern ein 
hohes Risiko bei. der Herstellung solcher biologisch- 
therapeutischen PrSparate dar. Biologisch-therapeutische 
Wirksubstanzen r wie b ispi lsw ise das Immunsystem 
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aktivi r nde und r gulierende Wirkstoffe. w rden industriell 
aus der Thymusdruse von Kdlbern, das menschliche Wachstums- 
hormon hGH wird aus der Hypophyse und Heparin wird zum 
Beispiel aus dent Darm von Schweinen oder der Lunge von 
Rindern gewonnen. Wei t ere Substanzen werden aus verschiedenen 
Plazentaextrakten erhalten* Bei Substanzen , die aus Zellkul- 
turen gewonnen werden, besteht ebenfalls ein Risiko, dafi 
diese Viren oder Virusarten oder virusShnliche Partikeln, 
sog. virus-like-particles, oder Prionen enthalten oder damit 
kontaminiert sind. 

Es ist daher bereits auf vielfaltige Weise versucht worden, 
derart gewonnene Praparate garantiert inf ektionsf rei herzu- 
stellen. Eine hierzu hSufig verwendete Methode ist die 
Hitzesterilisation, die jedoch bei vielen biologischen 
Therapeutika auch zu einer teilweisen oder sogar zu einer 
vollstandigen Inaktivierung des biologischen Wirkstoffes 
fuhrt. Im Falle des Erregers der spongif ormen Enzephalopathie 
hat es sich sogar gezeigt, daS selbst Temperaturen von 130 °C 
keine hinreichende Sicherheit zu seiner Inaktivierung bieten. 
Auch mittels chromatographischen Verfahren, wie beispiels- 
weise mit der sogenannten GelausschluBchroxnatograpie oder 
auch mittels Af f initdtschromatographie, ist versucht worden, 
die Menge der vorliegenden Erreger zu reduzieren oder diese 
sogar vollstfindig zu entfernen. Eine weitere Methode zur 
Entfernung von unerwunschten pathogenen Keimen ist das 
vorzugsweise f raktionierte AusfSllen mittels Ammoniumsulf at . 

Das am einfachsten durchzuf uhrende und daher auch am haufig- 
sten verwendete Verfahren ist die Ultrafiltration mittels 
Membranen, wobei die Erreger aufgrund ihrer grdSeren Vo- 
lumenmasse von der Filtrationsmembran zuruckgehalten werden, 
wohingegen der kleinere gewflnschte Wirkstoff die Membran 
passieren kann. Die Porengr&fie solcher Ultraf iltrationsmein- 
branen ist jedoch nicht konstant, sondern weist ein durch 
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die H rst Hung b dingte statistische Groftenvert ilung auf , 
so daft in jeder Membran zwangslSufig gr6ftere Poren vorliegen, 
durch die dann auch Bestandteile mit einem gr6fieren Volumen 
bzw. Masse und damit auch Bakterien, Viren und Prionen bzw. 
sogenannte "langsame Viren" durch die Filtrationsmembran 
hindurchgelangen k6nnen, so daft regelmSBig im Filtrat noch 
eine u.U. infektiose Menge des Erregers vorliegt. 

Eine Titerreduktion von Erregern der spongiof ormen 
Enzephalopathie fiber 7 Zehnerpotenzen durch nur einen Ver- 
fahrensschritt ist bisher in der Literatur nur von Autokla- 
viervorgSngen Oder Alkalibehandlung her bekannt (Danner, K. 
(1991): Obertragung spongiof ormer Encephalopathien durch 
Arzneimittel, Pharm. Ind., 53, 614 - 623). Als maximal 
erreichbar gelten 8 Zehnerpotenzen durch 20 minutige 
Autoklavierung bei 133 °C oder einstilndige Behandlung mit 1 N 
NaOH bei 20°C (Bundesgesundheitsamt : Bekannmachung der 
Sicherheitsanforderungen an Arzneimittel aus KSrperbestand- 
teilen von Rind, Schaf und Ziege zur Vermeidung des Risikos 
einer Obertragung von BSE oder Scrapie vom 16. 2. 1994). 

Alle zuvor genannten Verfahren haben gemeinsam, daft sie keine 
100 %-ige Sicherheit dafiir bieten, daft der potentiell vor- 
liegende Erreger garantiert entfernt worden ist. Aus dies em 
Grunde schreiben die Arzneimittelzulassungsbehdrden vor, daft 
bei der Herstellung von biologischen Therapeutika mehrere 
verschiedene der zuvor genannten Verfahren verwendet werden 
mfissen, da mit nur einer Methode allein auch bei wlederholter 
Anwendung bislang keine 100 %-ige Inaktivierung des patho- 
genen Erregers sichergestellt war. Eine serielle Verwendung 
des gleichen Verf ahrensschrittes wird daher von den Arznei- 
mittelbehdrden explizit als unerwunscht angesehen. Bei der 
"National Scientific Conference on Viral Safety and Evalua- 
tion of Viral Clearance from Biopharmaceutical Products" 
(Bethesda, Maryland, USA,. 14. Juni 1995) lehnt 
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beispi lsw ise Dr. J. Low r void Paul Ehrlich Institut (Arz- 
n imittelsicherheitsbehdrde) beim Vortrag von Dr. S. Manabe 
es aus diesen Sicherhei tsgrfinden ab, infekti6ses Material 
allein durch Ultrafiltration beispielsweise an nit Phagen 
validierten Membranen zu entfernen* 

Aus M. Pocchiari et al., Archives of Virology, 1988, Seite 
131 sowie aus der EP-A-0 307 373 1st es beispielsweise 
bekannt, bei der Herstellung von menschlichem Wachstumshormon 
aus der Hypophyse des Menschen zur Reduzierung der 
Scrapieinf ektivitSt fiber einen Filter mit einem Ausschluftvo- 
lumen von 100 kD oder fiber einen Filter mit einer PorengrdBe 
von 25 nm zu filtrieren, wobei in beiden FSllen eine Abnahme 
der Infektivitat des Inf ektionstiters um einen Faktor von 2,2 
bzw. 2,0 Zehnerpotenzen erreicht wird. Diese 
Abreicherungsrate last sich gemaS dero dort beschriebenen 
Verfahren dadurch erhdhen, daS der Losung soviel Harnstoff 
zugesetzt wird, daft sie eine Konzentration von 6 M aufweist. 
Mit Hilfe dieses Additives konnte der Titer des infektlosen 
Agens von Scrapie sowie des Creutzf eldt-Jakob-Syndroms um 
einen Faktor von 4,4 bzw. 5,6 Zehnerpotenzen verringert 
werden. Um sicherzustellen , daft das Endprodukt keine infek- 
ti6sen Erreger mehr aufweist, werden jedoch von den Arznei- 
mittelsicherhei tsbehorden wesentlich hdhere Entf ernungsraten 
verlangt. G. Stiles, "Unconventional Viruses", A unique 
challenge in the manufacturing of biotherapeutics , 
Proceedings of the workshop on biopharmaceutical process 
validation, February 20, 1992, Basel, Schweiz, 
Microbiological Associates Inc. Rockville, Maryland, U.S.A. 
beschreibt, daS es durch eine Mischung von verschledenen 
Aufreinigungsverfahren, wie beispielsweise Membranf titration 
mit 6 molar em Harnstoff, AusfSllen mit Ammoniumsulf at , 
chromatographische Auftrennung, und insbesondere auch durch 
eine Auswahl der Spendertiere, (Verdfinnung des infekti&sen 
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Materials), moglich ist, eine "Abreicherung" des Viruses auf 
fiber 22 Zehn rpot nzen zu erreichen. 

Aus der WO 91/12027 ist ein Verfahren zur Bestiromung der 
Abreicherung von Viren in L6sungen und zur .Bestimmung der 
Abreicherungsrate bekannt. Dabei wird das zu reinigende 
Material fiber eine Ultraf iltrationseinheit geleitet, deren 
Abreicherungsrate zuvor ermittelt wurde, indem der Filter 
Oder die Filtrationseinheit rait Viren der Familie Leviviridae 
beaufschlagt und vor und nach der Filtration der Titer der 
Viren bestimmt und daraus die Abreicherungsrate ermittelt 
wurde. 

Die Erfindung hat zuro Ziel, ein Verfahren zur Herstellung von 
Biotherapeutika bzw. Lebensmitteln Oder auch Additiven 
hierfur bereitzustellen , das auch iro groStechnischen Mafistab 
einfach und bequem durchzuffihren ist und das sicherstellt , 
daft bei der Verwendung der hierroit erhaltenen Produkte in 
pharmazeutischen Pr3paraten und/oder Nahrungsmitteln kelne 
Infektion roehr auftreten kann, wenn dabei mit Prionen infi- 
ziertes oder sogar hochgradig infektidses Ausgangsmaterial 
verwendet wird. 

Dieses Ziel wird nun erf indungsgemSS dadurch erreicht, daS 
man ein gegebenenf alls nit infekti&sen Prionen verseuchtes 
Ausgangsmaterial dadurch von den infekti6sen Bestandteilen 
gSnzlich befreit oder zumindest soweit befreit, daft es nicht 
mehr infektios ist, indem man es wiederholt fiber eine Ultra- 
f iltrationsmembran filtriert. Obwohl dies nicht zu erwarten 
war, wurde n§mlich entgegen dem theoretisch zu erwartenden 
Ergebnis gefunden, daft bei einer wiederholten Filtration fiber 
die gleiche (oder auch eine andere) Membran die jeweilige 
Abreicherungsrate des infektlosen Agens ansteigt. Auf diese 
Weise ist es daher moglich, die Abreicherung des geg ben n- 
falls yorliegenden pathogenen Erregers durch ein mehrfache 
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Wied rholung der Ultrafiltration b schleunigt zu ntfernen 
und man kann dah r auf and re Verfahren verzicht n, d. h. es 
ist erf indungsgemafi moglich, den Oder die Erreger bzw. 
Prionen lediglich durch die wiederholte Anwendung der Fil- 
tration zu entfernen. Wie von anderen Filtrationen bekannt 
ist, wire zu erwarten gewesen, daft grofie Partikel zunSchst 
abgereichert werden und die kleineren Partikel in nach- 
folgenden Filtrationen in immer geringer werdenden 
Abreicherungsraten entfernt werden kdnnen. Gerade dies ist 
jedoch, wie erf indungsgemSB gefunden wurde, bei Prionen nicht 
der Fall. Vielmehr werden diese bei der zweiten und bei 
nachfolgenden Filtrationen in immer hoheren Raten entfernt 
(s. Fig. 2). Die einzelne Abreicherung nimmt daher mit dem 2. 
Filtrationsschritt zu und nicht ab. 

Das erf indungsgemSSe Verfahren hat sich als besonders geeig- 
net ffir die Entfernung von sogenannten "langsamen Viren", 
also Prionen, erwiesen. Besonders bevorzugt wird das 
erf indungsgemSSe Verfahren zum Entfernen des Erregers der 
spongiformen Enzephalopathie , insbesondere von Scrapie, 
Rinderwahnsinnn (BSE), Jakob-Creutzf eldt , Kuru, Gerstmann- 
Strdussler und Alzheimer, verwendet. 

Ein weiterer Vorteil des erf indungsgemSSen Verfahrens liegt 
darin, daS gleichzeitig andere infekti&se Materialien wie 
Viren und Bakterien, sowie Endotoxin ebenfalls entfernt 
werden, was z. B. bei anderen Inaktivierungsverf ahren nicht 
immer der Fall ist. 

Bevorzugte Organe ftir die Gewinnung von Ausgangsmaterial sind 
Thymus, insbesondere Kalbsthymus, die Hypophyse von Tieren 
und Menschen, tierische und menschliche Plazenta sowie die 
Intestinalorgane void Schwein und von Wiederk&uern, wie Rind, 
Ziege und Schaf. Auch Korperf lussigkeiten , insbesondere Blut, 
sihd bevorzugt. Auch Biomol kule aus Zellkulturen, wie z. B. 
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Interleukin-2 aus stimuli erten menschlichen Lymphozy ten , 
G webs-Plasminog n-Aktivator (t-PA) aus SSugetierzellkultur 
Oder rekombinante Glykoproteine sind nSmlich ebenfalls 
potentiell mit pathogenen Erregern kontaminiert . Das 
erf indungsgemSBe Verfahren 1st auch besonders ftir die Gewin- 
nung von Substanzen und PrSparaten aus transgenen Tieren oder 
aus transgenen Zellkulturen geeignet, da diese hdufig Zoono- 
sen aufweisen. 

Fxir das erf indungsgemaSe Verfahren werden vorzugsweise 
Ultraf iltrationsmembranen verwendet, die einen Porendurch- 
messer von kleiner 100 nm f vorzugsweise von 50 - 0,5 nm, 30 
-1 nm aufweisen, wobei 10 - 1 nm bevorzugt sind. Bevorzugte 
durchschnittliche Porengr66en lassen Molekule mit einem 
Molekulargewicht von 30 kD die Membran nicht mehr passieren. 
Besonders bevorzugt sind Spiralmembranen und insbesondere 
Membranen mit Tangentialf luB, wie sie beispielsweise unter 
der Bezeichnung Amicon Spiralmembranen, z. B. S1Y30, S10Y30 
und S100Y30, im Handel erhSltlich sind. Besonders geeignet 
sind hydrophile Membranen, insbesondere mit geringen Adsorp- 
tionseigenschaf ten, wie Membranen aus regenerierter 
Cellulose, aus Polysulfon bzw. Gemischen da von. 

Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, die im erfindungs- 
gemSfien Verfahren zu verwendende Ultraf iltationsmembr an vor 
ihrer Verwendung mit dem zu f iltrierenden Ausgangsmaterial 
vorzubehandeln. Dazu wlrd fiber die hydrierte, vorgewSsserte 
und zweckmaBigerweise mit einer physiologischen Kochsalzld- 
sung getrSnkte Membran ein garantiert erregerfreies Aus- 
gangsmaterial filtriert. 

Es hat sich gezeigt, daB sich mit dem erf indungsgem3Ben 
Verfahren allein.mit der zweiten Ultrafiltration der Erreger 
urn mindestens einen Faktor von 10- 6 , insbesonders urn minde- 
stens 10-*, abreichern l§Bt. Zw ckmSBig rweise wird das zu 
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r inig nd Material so oft uber in Ultraf iltrationsm mbran 
filtriert, bis sich im Filtrat keine Inf ktiositSt mehr 
nachweisen lSRt. Dies 1st nach mindestens zweifacher, vor- 
zugsweise drei- oder mehrfacher Ultrafiltration der Fall. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren hat sich als besonders geeig- 
net erwiesen, wenn das zu reinigende Material fiber einen 
Ultraf ilter oder eine Ultraf iltrationseinheit geleitet wird, 
deren Abreicherungsrate zuvor ermittelt wurde, wie dies in 
der WO 91/12027 beschrieben ist. Dabei wird der Filter oder 
die Filtrationseinheit mit Viren der Familie Leviviridae 
beaufschlagt und vor und nach der Filtration der Titer der 
Viren bestimmt. Aus der Differen2 der Viruskonzentration wird 
dann die Abreicherungsrate ermittelt. Bevorzugte, hierfflr 
verwendbare Testviren sind die Leviviridae-Viren MS2, F2 oder 
R17. Als besonders zweckmS&ig hat sich jedoch der 
Bakteriophage fr mit der Hinterlegungsnummer ATCC Nr. 
15767-B1 erwiesen, wie dies in der zuvorgenannten WO 91/12027 
naher beschrieben ist. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird das 
erf indungsgem§Ee Verfahren mittels eines Druckhal tetestes 
kontrolliert wie es in der WO 93/02714 beschrieben ist. 

Bevorzugte mit dem erf indungsgemSfeen Verfahren hergestellte 
Produkte sind die das Immunsystem stimulierenden bzw. regu- 
lierenden Substanzen des Thymus, sowie Heparin und mensch- 
liches Wachstumshormon v sowie fiber SSugerzellkulturen gewon- 
nene natOrliche oder rekombinante Molekule. 

Die Erfindung soil durch die folgenden Beispiele nSher 
erlautert werden. 
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Bei9Piel 1 

Vollst&ndige Entfernung von Scrapie-Erregern 
Modellhaft fflr sog. langsame Viren bzw. Prionen wurde 
Scrapie-Erreger in einem Hamsterstamm vermehrt und nach 
Beaufschlagen auf einer produktionstypischen Ultraf iltrati- 
onsanlage von 5 seriellen Patronen abgereichert und die 
Infekti6sit§t der Ultraf iltrate iro Tierversuch ermittelt 
(siehe Fig. 1) . 

1.1 Gewinnung von infektiosen Scrapie-Erregern 

Ein mat dem Scrapiestamm 263K infiziertes Gehirn eines 
Hamsters im Terminalstadium wurde maceriert und gepoolt. 
Davon wurden 500 mg in 4,5 ml einer sterilen physiologischen 
Salzlfisung gegeben, horaogenisiert und 10 Minuten lang bei 500 
g zentrifugiert. 50 pi des Oberstandes wurden intracerebral 
in 40 syrische LVG-Hamster injiziert. Die Tiere wurden bei 
Auftreten der Erkrankung mittels Genickbruch getotet , sobald 
dies aufgrund ihres klinischen Zustands notwendig war. Dies 
war flblicherweise 65 bis 80 Tage nach der Injektion der Fall. 
Die Gehirne wurden aseptisch entnommen, gefroren r maceriert, 
mit einer sterilen Kochsalzlosung versetzt und homogenisiert . 
Danach wurde 10 Minuten lang bei 500 g abzentrifugiert und 
der Oberstand als "Spiked-Material verwendet. 

1.2 Gewinnung von Thymusdrusen-Homogenisat 

Es wurden drei Thymusdrflsen von KSlbern puriert (ca. 550 g) 
und mit 1,5 1 pyrogenf reiem Wasser versetzt und homogeni- 
siert. Das Homogenisat wurde bei 4 °C bis zum Gebrauch 
gelagert. 
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Die Vorfilter und Ultrafilter wurden wi fiblich mit Wasser 
gewaschen. Fur die Vorf iltration wurd Thymusextrakt hint r- 
einander fiber Nylongaze und drei Mikrof iltrationsmembranen 
(Pall, Nylonmembranen) mit PorengroSen von 2,0 ym, 0,8 ym und 
0,2 ym filtriert. Um sicherzustellen , dafi die Entfernung des 
Erregers nicht durch eine Absorption der Partikel an der 
groBen inneren OberflSche der spiralgewickelten Patronen 
verfSlscht wird und um m6glichst die alleinige 
Filtrationsabreicherung zu erfassen, wurden die fur die 
Virusabreichueng einzusetzenden Filter vorbeschichtet . Dazu 
wurden sowohl die Vorfilter als auch die Filter wurden mit 
dem gewonnenen Thymushomogenisat vorbehandelt , d. h., es 
wurde jeweils eine geringe Menge (4 x 200 ml) fiber den Filter 
gegeben. 

1.3 Entfernung der Scrapie-Erreger 

10 ml der in Beispiel 1 gewonnenen Scrapie-Spike-Losung wurde 
600 ml des Thymushomogenisats zugesetzt und bei 4 °C uber 
Nacht stehen gelassen. Dann wurde die L6sung fiber einen 
ersten Vorfilter mit einer PorengroRe von 2,0 ym, einen 
zweiten Vorfilter mit einer Porengrdfte von 0,8 ym und einen 
dritten Vorfilter mit einer Porengr&Se von 0,2 ym filtriert. 
Das so erhaltene Filtrat wurde als Probe A bezeichnet. 

190 ml des gespikten Vorf iltrat-Materials wurden nochmals mit 
6 ml der Scrapie-Spike-Losung beaufschlagt und dann einer 
Ultrafiltration fiber eine Amiconmerobran S1Y30 unterworfen. 
Das so erhaltene Filtrat wurde als Probe B bezeichnet. 

144 ml von Probe B wurden nochmals mit 6 ml des Scrapie- 
Spike-Materials beaufschlagt und einer zweiten Ultrafiltra- 
tion fiber eine weitere Amicon S1Y30-Membran unterworfen. Das 
hierdurch erhaltene Filtrat wurde als Probe C bezeichnet. 
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121 ml der Prob C wurd n nochmals init 6 ml des Scrapi - 
Spike-Materials vers tzt und nochmals wi zuvor iner Ultra- 
filtration fiber die gleiche Meinbran unterworfen. Die hierbei 
erhaltene L6sung wird als Probe D erhalten. 

121 ml der Probe D wurden einer vierten Ultrafiltration fiber 
die gleiche Membran unterworfen. Die hierbei erhaltene L6sung 
wurde als Probe E bezeichnet. 

93 ml der Probe E wurden einer ffinften Ultrafiltration mit 
der gleichen Membran unterworfen. Das hierbei erhaltene 
Filtrat wird als Probe F bezeichnet. 

Die Probe F wurde anschlieSend nochmals durch eine Steril- 
filtration fiber einen Filter von 0,2 pm geleitet. Das hierbei 
erhaltene Filtrat wird als Probe G bezeichnet. 

Zum Oberblick fiber das verwendete Abreicherungsverf ahren wird 
auf Fig. 1 verwiesen. 

1.4 Titration des infektiosen Erregers am Hamstermodell 

Jeweils 12 Hamstern wurden 50 pi der unverdfinnten bzw. 
logaritmisch verdfinnten Proben A, B, C f D und G intracerebral 
injiziert. Ffir die Proben E und F wurden jeweils 24 Hamster 
mit nur 50 pi der unverdfinnten L6sung intracerebral infi- 
ziert. Zur Bestimmung der Inf ektiositSt des Scrapieagens 
wurden insgesamt 96 Hamstern mit 50 pi des Spike-Materials 
mit verschiedenen Verdfinnungen behandelt, wobei ffir jede 
Verdflnnung 12 Hamster infiziert wurden. 

50 Tage hach Injektion wurde der Zustand der Tiere bezfiglich 
klinischen neurologischen Symptomen beobachtet, und alle 
befallenen Tiere wurden in dem Terminalstadium der Erkrankung 
getotet und analysiert. Ti re f di kein Symptome zeigten, 
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wurd n nach B endigung der Studi , d.h. ca. 450 Tage nach 
Inj ktion eb nfalls g totet und unt rsucht. 

- Titration de8 Scrapie-Spike-Materials (positive Kontrolle) 
Nach Beendigung der Studie zeigten alle Hamster, die mit dem 
unverdQnnten Spike-Material sowie mit Verdunnungen von 10- * 
bis 10- 8 infi2iert worden waren, eine histopathologisch 
bestitigte Scrapie-Inf ektion . Bel den Verdfinnungen von 10- • 
und 10- 7 zeigten 7 von 12 Hamstern eine Inf ektion, die 
ebenfalls durch histopathologische Untersuchungen bestStigt 
wurde. Keiner der Hamster, die mit der 10- ■ verdunnten L&sung 
infiziert worden ist, zeigte irgendwelche klinischen Oder 
histopathologischen Symptome der Scrapie-Erkrankung . 

Probe A (nach Vorf il tration) 
Hamster, die mit der unverdunnten Probe A und mit Verdiin- 
nungen bis zu 10- 9 infiziert wurden, zeigten das Auftreten 
von Scrapie. Bel keinem der Hamster, die mit den 10-*- und 
10- T -fachen Verdflnnungen infiziert wurden, konnte der Aus- 
bruch der Erkrankung beobachtet werden. 

Probe B (Produkte der ersten Ultrafiltration) 
Hier wurden nur noch nach Injektion mit der unverdiinnten 
sowie mit den 10- 4 - und 10-*-fachen Verdunnungen das Auftre- 
ten von Scrapie-Inf ektionen beobachtet. Bei weiteren Verdun- 
nungen konnte kein Auftreten der Erkrankung mehr beobachtet 
werden . 

.Proben C bis G 

Nach Beendigen der Studie wurden mit diesen Produkten kein 
Auftreten einer Scrapie-Inf ektion in den Proben C, E, F und G 
gefunden. Lediglich 2 Hamster, die mit der unverdunnten Probe 
D infiziert wurden, entwickelten klinische Anzeichen einer 
Scrapie-Inf ektion. In di s m Zusammenhang wird nochmal darauf 
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hing viiesen, da& die Probe D nach dem Respiking des Filtrates 
mit Scrapi -Homogenisat rhalt n wurd * 

Die Ergebnisse der Hamster-Inokulation und die Ergebnisse der 
Histopathologic und des Inf ektionstiters (LD50/ml) sind in 
Tabelle 1 angegeben. Dabei wurde der Inf ektionstiter unter 
Verwendung der Methode von Karber (1931, Beitrag zur kollek- 
tiven Behandlung pharmakologischer Reinversuche; Archives of 
experimental pathology and pharmacology, 162 . 480 - 483) wie 
folgt bestimmt: 

m = X + 1/2 d-d (S rl) 

(n) 

wobei 

m der durchschnittliche LD50-Wert pro Inokulationsvolumen 
bedeutet , 

X der Reziprokwert der hdchsten infekti6sen Verdiinnung 
bedeutet, 

d der Logarithmus des Verdunnungsintervalls , 
rl die Anzahl der bei jeder Verdiinnung nicht infizierten 
Tiere und 

n die Anzahl der mit jeder Verdiinnung inokulierten Tiere 
bedeutet. 

Auf diese Weise ergab sich fflr das Ausgangsmaterial ein 
Inf ektionstiter von 10»»« 5 LD50/ml . Nach drei Vorf iltrationen 
fur die Probe A 10«»« 7 LD50/ml betrug die Gesamtzahl der 
infektidsen Erreger vor der ersten Ultrafiltration somit nach 
dem Respiken (6 ml x lO'** 8 ) 10* LD50-Einheiten (150 ml). 
Nach Ultrafiltration enthielt die Probe B nur noch 10«*»* 
LD50-Einheiten (10*- LD5p/ml). Dies ergibt eine 
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Abreich rung des Erreg rs b i der erst n Ultrafiltration uid 
den Faktor 10* • eT . 

Abreicherung bei der zweiten Ultrafiltration 

Nach dem Respiken der Probe (6 ml x 10 a »«*> enthielt die 
Losung (127 ml) insgesamt 10*-« 9 LD50 Erreger. Der trotz 
erneuter Beauf schlagung gefundenen Inf ektionstiter nach der 
zweiten Ultrafiltration war kleiner als 1 LD50/ml f d. h. es 
wurde kein Erreger mehr gefunden. Dies ergibt einen Titer in 
127 ml von < 10* LD50. Damit ist die Abreicherung im zweiten 
Ultrafiltrationsschritt grdSer als 10'' * » . 

Wie zuvor beschrieben wurde die Probe G bestimmt. Hier wurde 
eine Abreicherung urn einen Faktor von > I0 7 » ,a gefunden. 

Fig. 2 zeigt die Abreicherungsraten des Scrapie-Erregers 
durch serielle Ultrafiltration. Entgegen dem theoretisch zu 
erwartenden Ergebnis einer konstanten oder sogar abnehmenden 
Abreicherung, wie sie etwa bei der seriellen Filtration des 
Bakteriophagen fr uber die gleiche Ultraf iltrationsmembran 
S1Y30 beobachtet wird (WO 91/12027, Tabelle 3), nimmt die 
Abreicherungsrate fiir den Scrapie-Erreger nach dem ersten 
Filtrationsschritt mehr als 2 Zehnerpotenzen zu. 

Durch die serielle Ultrafiltration kann somit selbst die 
Titerreduktion durch die als sicher geltenden Autoklavier- 
oder Alkalibehandlung urn ein Erhebliches unterschritten und 
damit ein Arzneimittel ohne Gef Shrdungspotential durch 
Erreger der spongiof ormen Enzephalopathien hergestellt 
werden. UnabhSngig davon konnen naturlich zusStzliche Vor- 
oder Nachreinigungsschritte mit dem erf indungsgme§Sen Ver- 
fahren kombiniert werden. Das erf indungsgemSBe Verfahren 
zeichnet sich dadurch aus, daB die Erreger durch 
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Ultrafiltration entfernt werden, bis das Produkt mit Sicher- 
heit nicht roehr inf ktios virkt. 

Die vorliegenden Versuche belegen, dafi mit einer wiederholten 
Ultrafiltration die Entfernung von infektiSsen Erregern, wie 
Prionen bzw. sogenannten "langsamen Viren" die 
Abreicherungsgeschwindigkeit pro Filtrationsschritt urn 
mindestens das 100- bis 1000-fache ansteigt, was zu einer 
rapiden Beschleunigung der Entfernung dee Erregers und damit 
auch zu einer Inf ektionssicherheit des so erhaltenen Pro- 
duktes fQhrt. 
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Patentansprfiche 

1. Verfahren zur Herstellung von pharmazeutischen 
Praparaten und/oder Nahrungsmitteln aus mfiglicherweise mit 
Prionen verseuchtera Ausgangsmaterial , umfassend die eichere 
Entfernung der infektidsen Erreger, dadurch gekennzeichnet, 
daS die Prionen lediglich dadurch entfernt werden, daB man 
das zu reinigende Material wiederholt fiber eine Ultrafiltra- 
tionsmembran und/oder fiber eine Serie von Ultraf iltrations- 
membranen filtriert. 

2. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet, daft das infektiose Material ein 
Erreger der spongiformen Enzephalopathie ist. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daft der Erreger Scrapie. BSE. Kuru. 
Gerstmann-Straussler, Jakob-Creutzf eldt und/oder Alzheimer 
verursacht . 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprfiche, 
dadurch gekennzeichnet, daft man die Filtrationsmembran vor 
ihrer Verwendung mit dem zu f iltrierenden Auagangsmaterial 
vorbehandelt . 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprfiche, 
dadurch gekennzeichnet, daft man ab der zweiten Ultrafiltra- 
tion den Erreger urn mindestens einen Faktor von 10- • , vor- 
zugsweise mindestens 10-', abreichert. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprfiche, 
dadurch gekennzeichnet, daft das pharmazeutische PrSparat 
Thymusfraktionen, Heparin, natfirliche und/oder rekombinante 
Proteine aus Zellkulturen und/oder humanen raenschlichen 
Wachstumsfaktor enthalt. 



WO 96/05846 

PCT/DE95/01094 

- 21 - 



7. Verfahr n nach einem der vorherg henden Anspruche, 
dadurch gekenn* ichn t, daS das pharmazeutische Praparat 
Interleukin-2, rekombinantes Glykoprotein und/oder Gevebs- 
Plasminogen-Aktivator umfaSt. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi man als Ultraf iltrationsmembran 
eine Amicon Spiralmembran rait Tangentialf luB S1Y30, S10Y30 
Oder S100Y30 verwendet. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi man die Ultraf iltrationsmembran 
durch Beaufschlagen mit Viren der Familie Leviviridae vali- 
diert. 



10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daS es mittels einem Druckhaltetest 
kontrolliert wird. 
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SE AO 
SE A 
DE Al 
FR Al 
GB Al 
JP A2 



85096/82 
539797 
3316632 
6B407 
2526426 
B312120 
21 19799 

58192863 
8220204 
8203B77 
8203877 
3144688 
250B03B 
2100720 

57212154 



06-01-83 
18-1 0-84 
10-11-83 
05-01-83 
10-11-83 
08-06-83 
23-1 1-83 
10-1 1-83 
02-05-83 

22- 06-82 

23- 12-82 

05- 01-83 

24- 12-82 

06- 01-83 
27-12-82 



JD Al 8203568 



28-10-82 



DE T 
EP Al 
GB Al 
JP T2 



3241315 
76321 
21 10112 
58500983 



24-01-85 
13-04-83 
15-06-83 
23-06-83 



IP Al 336B6 



AT E 
AU Al 
AU B2 
CA Al 
DE CO 
DK A 
EP A2 
EP A3 
EP Bl 
ES Al 



:s 

IS 
FI 
FI 
FI 



A5 
Al 
A 
B 
C 



FR Al 
FR Bl 



JP A§ 



NO 
NO 
NO 



10330 
66782/81 
548657 
1165711 
3167245 
427/81 

Sttt 

33686 
498962 
498962 
8201407 
810174 
67655 
67655 
2474828 
2474B2e 
56123951 



6205646 
810334 
151442 
151442 



15- 12-84 

06- 08-81 

02- 01-86 
17-04-84 

03- 01-85 
02-08-81 
12-08-81 
26-08-81 
21-11-84 

16- 11-81 
16-12-81 
16-03-82 

02- 08-81 
31-01-B5 
10-05-85 

07- 08-B1. 

09- 09-B~ 
29-09-B1 

26-07-94 

03- 08-81 
02-01-85 

10- 04-85 



US A 4361 5B7 30-1 1-B2 

US A 4980450 25-12-90 

US A 5219735 15-06-93 

US A 5352476 04-10-94 

ZA A 8100590 24-02-82 



